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論 文 内 容 要 旨
第1章 序論
食用 アスパ ラガス として知 られ ているAsparagusof∬cねaπsL,は、雌雄異株
植物 で種子 で繁殖 し、それ らの雌雄性比は1:1である。 この性分化は、性染色体
のXとY遺 伝 因子 によ り支配 され、XX型 が雌株植 物 にな り、XY型が雄株植物 に
なる。 この食用 アスパ ラガスの雌雄 の花 の構造 を比較 してみると、雌花 の中に雄
蘂 の退化 が、雄花 の中に子 房の退化が見 られ、その雄花 と雌花 の早期発生段階 に
は子 房 と雄蘂 の両方 を持っているが、性が分化す る段階 では雄 は雄蘂のみ を、雌
は子 房のみ を発達 させ る。 この食用 アスパ ラガスの性染 色体 は同質性が高 く、進
化 の 過 程 で 、 最 近 、 性 分 化 が 起 こっ た と考 え られ て い る(Denaportaand
Calderon-Urrea1993)O
Aspa嚴gαso伍c加a胎L.が含 ま紅て るアスパ ラガス属植物は、単子葉植物のユ
リ科 に属す る多 年生植物であ り、主に旧大陸(ア フリカ、アジア、ヨー ロッパな
ど)の 乾 燥地 に分布 し、約100種か ら300種を含 んで い る。それ らの種 の 中に
は、雌雄異株 と両性花 の種があ り、数種が雌雄異株植物で大部分 が両性花植物で
あ る。地理的な分布 と雌雄性の分 化 との関係をみ ると、両性花植物 の原産地は南
ア フ リカが多 く、雌雄異株植物の原産地はアジア、ヨー ロッパが多い。このアス
パ ラガス属植物 の雌雄 性の分化は、食用アスパラガスの花の構造 をみると、雌花
の中に雄蘂 の痕 跡が雄 花の中に子 房の痕跡があ り、両性花の植物か ら進化 の過程
で雌雄異株植物が分化 してきた と推測 される。
アスパ ラガス属植物 の系統関係に関 しては、 これ まで、形態的な特徴 による分
類が1940年代 よ り数多 く研究 され ているが、研究者 によ り分類 の論 争が見 られ
る。1944年Baileyは、 ア スパ ラガ ス属 植 物 をEuasparagus、Asparagopsis、
Kodiastigma、Myrsiphyllumの4sectionに分 類 し 、Aof∬c加aπsを含 む
Euasbaragusは雌雄異株 植物 に分類 し、それ以外 の3sectionを両性 花植物に分
類 した。 また、1987年H.T.C猛ffordとJ.G.Conralmは、アスパ ラガス属植 物 を
Asparagus、Protasparagus、Myrs1phyHumの3sectionに分類 し、雌雄 異株植
物であるA,o伍dnaljsをAsparagusと分類 し、それ以外の2sectionを両性花植物
に分類 した。 しか し、 アスパ ラガス属植物 の系統 関係 は、今なお 、明 白で はな
い。
そ こで、本研究で は、アスパ ラガス属植物 は両性花植物 か ら進化の過程 で雌雄
異株植物 が分化 して きた という推測 を実証す るために、まず、アスパ ラガス属植
物 の系統 関係 を調 べ ることが必要 と考え、そ の方法 と して、葉緑体DNAの 制限
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酵 素 切 断 断片長 多 型(RFLP)を用 いた。RFLPは技術 的 に簡 単で あ り、葉 緑体
DNAの変 異度 を速 く評価で きるとい う利点 がある。そ こで、 まず 、雌雄 異株植
物 で あ る食 用 ア スパ ラガ ス(Asparagロso荊cfnalfsL.cv.MaryWashington
500W)・の葉緑体DNAの 制限酵素地図を作成 した。 さらに、それを基にアスパ ラ
ガス属植 物葉緑体DNAの 比較解析を行い、将来 、佐分化 の機構 を解 明す る基点
とす るためにそれ らの系統関係 を追究 した。
第2章 食用アスパラガス(Asparaguso伍cfna飴L.)葉緑体DNAの ク ローニ ン
グ及び制限酵素切 断地図
RFLPの方法で アスパ ラガス属葉緑体DNAの構造解析 を行 うのにそれぞ れの種
よ り全DNAを 抽 出 し、イネ葉緑体DNAを プローブに用いてサザ ンハイ ブ リダイ
ゼー シ ョンしたが 、そ の場合、核DNA及び ミ トコン ドリアDNAと も相 同性 のあ
る部分が発色 して くる可能性が あ り、そのよ うな誤差 をな くすためには、アスパ
ラガス属 植物 の一種で葉緑体DNAの 制限酵 素切断地図を作 る必要 があ ると考 え
られ る。そ こで雌雄 異株植物 で ある食用 アスパ ラガス(Asparaguso伍dnalfs
L.cv.MaryWashington500W)の葉緑体DNAの 制限酵 素切断地 図を作成 した。
播種後、1ヶ月の植物体 か ら採取 した仮葉か らシ ョ糖不連続密度勾 配遠 心で葉緑 .
体 を分 画 し、葉 緑体DNAを 抽 出 した。そ9)葉緑 体DNAを 制限 酵 素BamHI,
PstI,Sa11,H…ndlll及びPstl+Sa11で完全 に切 断 した後、 アガ ロー スゲル電気 泳
動で分離 した結果、Fig.1及びTab童e1のように断片が分かれた。各 断片 の長 さを
合計す ると平均約155kbpであった。 こめ葉緑体DNAの 制限酵 素切 断地図 を作成
す るために、まず、葉緑体DNAを制限酵 素Hindlll及びXholで完全 に消化 し、そ
れぞれプ ラス ミ ドベクターpUC119及び ファージベクター λDASHIIにク ローニ ン
グを行 い、全体 の約70%の領域 をカバーするクロー ンを得た。・各ク ロー ンが葉緑
体DNAの ク ロー ンであ ることを確 認す るために、ホウ レンソウか ら抽 出 した葉
緑体DNAを プ ロー ブに用 いて、サザ ンハ イブ リダイゼー ションをす る ことによ
り確 認 した。 このよ うに して得 られた アスパ ラガス葉緑 体DNAの ク ロー ンを
H溢dllIで切 断 し、 アガ ロースゲル電気 泳動 を した結果 をFig.2に示 した 。そ し
て、,これ らのク ロー ン及びイネ葉緑体DNAの クロー ンを用 い、食用 アスパ ラガ
ス葉緑体DNAの 制限酵 素地 図を作成 した(Fig.3A)。その結 果、アスパ ラガス葉
緑体DNAの 全長は約155kbpで、約23kbpの逆 位反復配列が一組存在 す ることが
分か った 。さ らに、15種類の遣伝子 の位置 を決定 して他の植物 と比較 した とこ
ろ、双子 葉植物 のタバ コ及びアスパ ラガスと同じユ リ科 のタマネギ と遺伝 子の配
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列が 同 じで、イネ科植物 の葉緑体DNAの特徴 であるτpOIB/C遺伝子付近の大きな
逆位 は見 られなかった(Fig。3B)。
第3章 アスパラガス属植物葉緑体DNAの比較解析
次 に、 アス パ ラガス属植物葉緑体DNAの制限酵 素切 断パター ンを比較す るこ
とによ り、 アスパ ラガス属植物 の種間の葉緑体DNAの 変 異度 を調べ る ことが可
能にな り、種間 の近遠 縁関係 を知 ることが出来、 アスパ ラガス属植物 の系統関係
の基 本デー タ にな る と考 え、アスパ ラガス属植物葉緑体DNAの 比較解 析 を行 っ
た。 ア スパ ラガス属 植物 の中 の3種の雌 雄異株植 物で あ る(A.o伍dnaEs,A.
coch加ch加eηsfs,Ascわoberfofdes)と5種の 両 性 花 植 物 で あ る(A.
aspa㎎ofdes,A,sprenge鉱A.fa1α～亡us,Av㎏a亡αs,A.p1αmosαs)を用 い
て、 アスパ ラガス属植物 間にお ける葉緑体DNAの変異 を調べた。まず、8種のア
スパ ラガ ス属 植物 の仮葉 よ り全DNAを 抽 出 して制限酵 素HindlIIとXholで切断
し,ア スパ ラガス とイネの葉緑体DNA由来 のプ ローブ を用 いてサザ ンハイ ブ リ
ダイ ゼーシ ョンを行い,ア スパ ラガス属植物葉緑体DNAのHindIIIとxholの制限
酵素切 断地 図を作 成 した(Fig.4,5)。その結果、制限酵 素HindllIとxholの葉
緑体DNAの 切 断パ ター ンは非常 によく似てい ることが分か った。その 中で変異
が見 られた ところ は、雌雄異株植物 であるA,coch舶chfneηsfsにお いてのみ、イ
ネ葉緑体DNA由 来 のPstl-1断片 をプローブに用 いた とき に約0.9kbpの欠 失がみ
られ た。 また両性花 の植物で あるA.aspafagofdes,A。spren8e鉱A.1旬ca加s
で は、イネ葉緑体DNA由 来のPstl-1断片 をプ ローブに用 いた ときに他の種 と比
べ、1ヶ所 に変異が見 られた。
第4章 葉緑体DNAのRFLPからみたアスパラガス属植物の系統関係
高等植物 を材料 としたRFLPの研究では、葉緑体DNAが よ く用 い られ る。それ
は葉 緑体DNAが 、核DNA、 ミ トコン ドリアDNAに比べ以下 のような利点 を持つ
か らで ある。1)塩基置換速度が核DNAと 比べ て2-3倍遅 い。2)欠失 ・挿入 ・逆
位そ の他 の構造変化が ごくまれ にしか起 こらない。3)母性遺伝(裸 子植物では父
性 遺 伝)な の で、1個 体 が1種類 のゲ ノム だけ を持 つ 。4)1細胞 あた り2000-
3000コピ もー存 在 し、含 量が多 い。5)適 当な大 きさ(通 常135-160kb)であ
る。6)ゲノムあた り一種類 の遺伝子 は一 種類のみで 、遺伝子 族 を形 成 して いな
い。本研究 では このRFLPの方法を用 い、アスパ ラガス属植物葉緑体DNAの 制限
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酵素切断パター ンを比較 し、それ らの系統関係 を調べた。
まず、RFLPの分析 によ りアスパラガス品種間及びアスパ ラガス属植物 の葉緑
体 の 系統 関係 を調 べ られ るか検 討 す るた め に 、Aof∬c加a船の6品 種,Mary
Washington500W,M㎜on,UC157,Hokkai100,Goldschatz,全雄 のFn11tと
アスパ ラガス属 植物 であるA.o苗c加aπs,A.p1αmosαs,A.sα盟densの3種を
用 いて調べ た。そ れ らの植 物の仮 葉か ら全DNAを 抽 出 し,制 限酵 素HindlII,
BamHI,EcoRI,Xhol,PstI+Sa11で消化 し,イ ネ葉緑体DNAの 全断片 をプロー
ブ に用 いてサザ ンハ イブ リダイ ゼーシ ョンした。Fig.6は、HindIIIとBamHIの
結果 を示 している。そ の結果、食用アスパ ラガスの品種 間 には差 が見 られなかっ
た。一方 、アスパ ラガス属植物の葉緑体DNAの バ ン ドパ ター ンも非 常 に類似 し
て いた。 したがってこ れ らの葉緑体DNAの バ ン ドパ ターンのみ の比較 で は系統
関係 を調べ るのが難 しい と判断 し、制限酵素 とプローブの数 を増や し、食用 アス
パ ラガス(Asparagusα筋¢fna胎L.cv.MaryWashingtin500W)葉緑 体DNA
の制限酵素地 図を もとに して、A。o伍cfn拙sを含むTable2に示 した10種13系統
の葉 緑体DNAの 制限酵素切 断パ ター ンを比較す ることによ り、 これ らの系統関
係 を明 らか に した。 これ らの植物の仮葉か ら全DNAを 抽出 し,12種類 の制 限酵
素Ba恥HI,BgHI,C】田,EcoRI,EcoRV,HindIII,KpnI,SacI,Sa11,Smal,
PstI,XhoIで切断 し,ア スパ ラガス とイ ネの葉緑体DNA由 来の6種類 のプ ロー ブ
を用 い,67の組み 合わせ[EcoRIはイネの葉緑体DNA由 来のPstI-1(rbcLから
peの遺伝子 まで を含 む)の み]で サザ ンハイ ブ リダイゼー シ ョンを行 い,種 間
でバ ン ドパ ター ンを比較 し、葉緑体DNAの変異 を調べた(Fig.7,8)。この結果 で
解 析に用 いた6種類 のプローブを合わせる と約60kbpでアスパ ラガス葉緑体DNA
の約40%をカバ ーす る。その中でイネ葉緑体DNA由 来 のPstI-1断片 をプ ロー ブ
に用 いた ときに最 も変異が大きか った。 この結果をも とに、1979年NeiとLiの方
法 で 各 系統 間 の バ ン ドパ ター ンの差 異 率 に も とづ き塩 基 置 換変 異 度 を求 め
(Table3)、UPGMA法によ りアスパ ラガス属植物 の系統樹を作成 した(Fig.9)。
この 系統 樹 を形 態 的 な特 徴 か ら分類 したH.T.C紅ffordとJ.G.Conrannlの分類
(1g87)と比較 した ところ非常 によ く一致す ることが分か った。
結 語
本研究はアスパラガス属植物が雌雄異株植物か ら進化の過程で両性花植物に分
化 してきたか、あるいは、両性花植物か ら進化の過程で雌雄異株植物に分化して
きたかの方向を明確にさせ、将来、性分化の特性を追究する基点とするために、
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葉緑体DNAの 構造解析 による系統分類 を試み、以下の結果が得 られた。
1)食用 アスパ ラガス葉 緑体DNAを抽 出し、プラス ミ ドベ クターpUC119及び フ
ァー ジベ クター λDASHIIにク ロー ニ ング し、制限酵素地図 を作成 した結果 、全
長は約155kbで約23kbpの逆位反復配列が一組存在す ることが分か った 。さ らに
15種類 の遺伝子の位置 を決定 して他の植物 と比較 したところ、双子葉植物のタバ
コ及びアスパラガスと同じユ リ科 のタマネギ と遺伝子の配列が同 じで、イネ科植
物 の葉緑体DNAの 特徴 であるrpoB/C遺伝 子付近 の大 きな逆位 は見 られな かっ
た。
2)食用 アスパラガス葉緑体DNA制 限酵素切断パター ンを基 にアスパ ラガス属植
物 葉緑体DNAを 比較 した結果 、制 限酵 素HindIIIとXholの葉 緑体DNAの 切 断パ
ター ンは非常 によ く似ている ことが分か った。 しか し、雌雄異株性植物 であるA,
coc血加chfneηsfsには 約0.9kbpの欠 失 が あ り 、 両 性 花 の 植 物 で あ るA.
aspa㎎ofdes,.A.SPfenge瓦A.1召1ca亡usは1ヶ所に変異が見 られた。 この結果
は他 の植 物 と比べ 、 アスパ ラガス属 葉緑体DNAの 変異 は極 めて 少な い ことか
ら、アスパ ラガス属植 物は比較的近縁な種 によって構成 されている属で ある と考
え られる。
3)葉緑体DNAの 制限酵 素切断パターンか ら、アスパ ラガス属植物 の系統 関係 を
調 べ た 結 果 、形 態 的 な特 徴 か ら分 類 したH.T.C肢ffordとJ.G.Conrannの分 類
(1987)と非常 によ く一致す る ことがわか った。 さらに、そ の系統 樹か らアス
パ ラガス属植物 の雌雄 異株 植物 は両性花か ら単系統で分化 して きた と考 え られ
る。
以上の結果よ り、アスパラガス属植物の雌雄異株植物は両性花から単系統で分
化 してきたと考えられ る。 しかし、アスパラガス属植物以外の近縁植物を入れて
なかったのでそれらの進化の方向をきめることは出来なかった。今後、アスパラ
ガス属植物及びその近縁の植物を加え、葉緑体DNA上の特定の遺伝子(ma醒な
ど)の塩基配列を比較 して系統樹を作成することによってアスパラガス属植物の
雌雄異株植物の起源とその進化の方向がより一層明確になるものと期待される。
さらに、将来、性決定遺伝子がクローニング出来れば、系統樹上で雌雄異株植物
と両性花植物を含む植物種において性分化がどのようにして起 こったのかが解明
される事も期待される。
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論 文 審 査 の 要 旨
本研究は,ア スパラガス属が進化の過程で,雌雄異株植物から両性花植物に分化 してきたか,
あるいは,両性花植物から雌雄異株植物に分化してきたかの方法を明確にさせ,将来,性 分化の
機構を追究する基点 とするために,葉 緑体DNAの構造解析による系統分類を試みたものである。
まず,食用アスパラガス(Asparagusofflclnalis)の葉緑体DNAの制限酵素地図を作成 したと
ころ,全長は約155kbで約23kbpの逆位反復配列が一組存在することがわかった。 さらに,15種
類の遺伝子の位置を決定し,他の植物 と比較 し,双子葉植物のタバコ,及び,アスパラガスと同
じユ リ科のタマネギと遺伝子の配列が同一で,イネ科植物の葉緑体DNAの特徴であるrpoB/C
遺伝子付近の大きな逆位がないことを明らかに した。
次に,上記の制限酵素地図を基にアスパラガス属植物葉緑体DNAを比較 した ところ,制 限酵
素Hind皿とXhoIの切断パターンは非常に類似 していることがわかった。しか し,雌雄異株植物
であるA.cochinchinenslsには約0.9kbpの欠失があり,両 性花植物であるA,asparagoides,A.
sprengeri,A.falcatusには1ケ所に変異がみられた。この結果から,他の植物 と異な り,アスパ
ラガス植物の葉緑体DNAの変異は極めて少ないことがわか り,アスパラガス属植物は比較的近
縁な種によって構成 されている属であることを指摘 した。さらに,葉緑体DNAの制限酵素切断
パターンから,アスパラガス属植物の系統関係を調べた結果,従 来の形態的特徴から分類した結
果と非常によく一致することがわかった。また,そ の系統樹から,アスパラガス植物の雌雄異株
植物は両性花から単系統で分化してきたことを明らかにした。
以上のように,本研究は,1)食用アスパラガスの葉緑体DNAの制限酵素地図の作成2)ア
スパラガス属植物葉緑体DNAの比較解析3)葉 緑体DNAのRFLPからみたアスパラガス属植
物の系統樹作成,に よって,ア スパラガス植物の雌雄異株植物は両性花から分化 してきたという
結論を導きだした。今後,ア スパラガス属植物及びその近縁種の葉緑体DNA上の特定の遺伝子
matKなど)の塩基配列を比較することにより,アスパラガス属植物の雌雄異株植物の起源 とそ
の進化の方向が一層明確になるものと期待される。また,将 来,性 決定遺伝子が判明し,クロー
ニング出来れば,系統樹上で雌雄異株植物 と両性花植物を含む植物種において性分化がどのよう
に起こったのかが解明されることも期待される。よって,審 査員一同は,本 論文提出者は博士
(農学)の 学位を受けるに値するものと判定 した。
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